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目的：従来がん組織における全てのがん細胞は一様に造腫瘍能を有していると考えら
れてきた。現在では、がん組織に存在するごく一部の細胞であるがん幹細胞(cancer 
stem cells：CSCs)のみが造腫瘍能を有するという CSCsコンセプトが広く受け入れら
れつつある。CSCsは、従来の抗がん剤や放射線治療への抵抗性が高いことも明らか
となっている。有効な薬物療法が限られている切除不能肝細胞癌に対しては、CSCs
を標的とした新しい治療の開発が特に望まれている。 
我々の研究室では、肝細胞癌細胞株 Li-7において、CD13+CD166-細胞が CSCsの
特徴を持つことを報告している。さらに、Li-7は in vitroの長期継代培養によって
CD13+CD166-細胞の割合が減少し、これ以外の non-CSCsの割合が増えることを示
し、これを population changeと名付けた。Li-7は CSCsを含む状態で株化された貴
重ながん細胞株であるが、CSCsを維持したまま長期培養を実現することは、今後の
研究利用のための課題であった。我々は本研究において、CSCsを含んだ貴重ながん
細胞株である Li-7の CD13+CD166-細胞を長期に安定して維持培養できる方法を構築
することを目的として本研究を実施した。CSCsが安定して維持培養できるようにな
った次段階の本研究第 2の目的は、CSCsの腫瘍形成メカニズムを解明することであ
った。 
 
対象と方法：肝細胞癌細胞株 Li-7は、通常条件では RPMI1640＋10%FBSで培養し
た。CD13+CD166-細胞を維持させる目的では、ES (embryonic stem) / iPS (induced 
pluripotent stem) 細胞培養用培地であるmTeSR1培地 (STEMCELL Technologies)
を用いた。フローサイトメトリー解析、アルデフローアッセイ、スフェア形成アッセ
イ、マウス皮下移植実験を行い、各培養条件の Li-7の特性解析を行った。
CD13+CD166-細胞が維持された後に、mTeSR1で培養した Li-7と通常培養した Li-7
の各細胞集団をセルソーティングで回収し、RNAシークエンス解析で遺伝子発現量の
比較を行った。 
 
結果：mTeSR1で培養した Li-7は、長期継代培養しても CD13+CD166-細胞が高率に
維持された。mTeSR1で培養した Li-7は、通常培養した Li-7に比べて高いマウス腫
瘍形成能を持つことを明らかとした。 
次に、mTeSR1で培養した Li-7においても CD13+CD166-細胞が CSCsの特徴を
持つことを確認した。mTeSR1で培養された Li-7の CD13+CD166-細胞は、高い
ALDH (aldehyde dehydrogenase) 活性、高いスフェア形成能、non-CSCs への分化能
に加え、高いマウス腫瘍形成能を持つことが明らかとなった。さらに、mTeSR1で培
養した Li-7をマウスに移植して得られた腫瘍細胞を通常培養条件で長期に培養する
と、population changeの再現が確認された。 
最後に、高腫瘍形成能が確認されたmTeSR1で培養した Li-7の CD13+CD166-細
胞と、通常培養した Li-7の CD13+CD166-、CD13-CD166-、CD13-CD166+細胞の遺
伝子発現解析を行った。高腫瘍形成能を持つ CD13+CD166-細胞で高発現している遺
伝子群には線維芽細胞増殖因子受容体 (fibroblast growth factor receptor：FGFR) を
介するシグナルに関与する遺伝子群の他、正常幹細胞に関与する遺伝子が複数含まれ
ていた。 
 
考察：我々は本研究において、市販の ES/iPS培養用培地を利用した培養方法によっ
て Li-7の CSCsが維持されることを示した。我々の知る限り、市販の ES/iPS細胞培
養用培地であるmTeSR1が CSCsを維持するのに有用であることを示したのは初めて
である。 
すでに確立されたヒトがん細胞株で分化能・脱分化能を持つ CSCsを含むものは希
少である。多くのがん細胞株は、プライマリー細胞から直接 in vitroの培養が開始され
て樹立されるが、Li-7 はヒト組織から採取後、ヌードマウスで継代培養されてから in 
vitro の培養が開始された。Li-7 はマウスでの継代培養の間に CSCs が効率的に維持さ
れた後、細胞バンクへの寄託まで in vitroの通常培養の期間が他の細胞株に比べて短か
ったことが、Li-7が CSCsを未だ含んでいた理由であると推察した。 
mTeSR1で培養した Li-7の CD13+CD166-細胞は、ES/iPS細胞に類似した性質を
持ち、ES/iPS 細胞の維持に重要である FGF シグナル関連遺伝子も高発現していた。
ES/iPS培養用培地によって CSCsが維持されたことから、ES/iPS細胞の維持に必要な
メカニズムが高腫瘍形成能を持つ CSCs の維持に必要なメカニズムと共通である可能
性があると考えた。 
本研究において、CSCsの腫瘍形成メカニズムの解明には至らなかった。本研究に
おいて得られた貴重な材料と方法を用いて、今後は遺伝子発現解析で得られた候補遺伝
子の機能解析に取り組んでいきたい。 
 
結論：市販の ES/iPS培養用培地によって肝細胞癌細胞株 Li-7の CD13+CD166-CSCs
が効率的に維持されることを明らかとした。今回示した新しい培養方法は、今後の肝
細胞癌の腫瘍形成メカニズムの解明と、CSCs標的治療の研究において、非常に有用
な方法である。 
